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［摘要］ 以琼胶酶活力为主要指标， 采用单因素与响应面相结合的方法， 对降解琼胶的海洋弧菌 ＮＴｉ
（Ｖｉｂｒｉｏ ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ ＮＴｉ） 发酵产琼胶酶的摇瓶发酵培养基和发酵条件进行优化。 结果表明， α － 乳糖对菌株

产酶具有较强的抑制作用， ＮＨ ＋
４ 不利于菌株生长和产酶。 培养基分别以 ３􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ 琼脂、 ６􀆰 ３３ ｇ ／ Ｌ 酵母膏为

唯一碳源及氮源， 添加 ２０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ ， 发酵海洋弧菌 Ｖ􀆰 ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ ＮＴｉ 产琼胶酶的效果最佳。 发酵过程中

的 ｐＨ 值、 接种量、 装液量、 温度、 发酵时间最优值分别为 ６􀆰 ５、 ２％ 、 ３２ ｍＬ、 ２７ ℃和 ２４ ｈ。 优化后， 该菌

产琼胶酶活力达到 ２􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 比优化前增加了 ２３０％ 。
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０　 引言
琼胶， 也称琼脂， 是一种具有高凝胶强度的细胞间黏多糖。 琼胶酶能催化水解琼胶生成琼胶寡

糖， 琼胶酶水解琼胶生成的琼胶寡糖具有抗氧化、 减缓淀粉水解、 促进人体吸收等特性， 被广泛用于

食品、 化妆品及制药工业等领域［１ － ２］ 。 此外， 琼胶酶也是生物研究领域的重要工具酶［３ － ６］ ， 可用于分

离制备海藻原生质体［７］ ， 从而从海藻中提取不饱和脂肪酸、 维生素、 类胡萝卜素及甜菜碱等生物活

性物质［８］ 。 因此， 研究产琼胶酶菌株及琼胶酶的开发利用具有重要意义。
优化发酵培养基组成及发酵条件是提高琼胶酶发酵产量、 降低成本、 减少发酵时间的重要手段之

一。 付晓婷［９］从蝾螺 （Ｔｕｒｂｉｎｉｄａｅ ｂａｔｉｌｌｕｓ ｃｏｒｎｕｔｕｓ） 肠道中分离到了菌株 Ａｇａｒｉｖｏｒａｎｓ ａｌｂｕｓ ＹＫＷ － ３４，
并对其发酵条件进行了优化， 利用单因素、 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 实验筛选出了对菌株产酶具有显著影响的

３ 个因素， 并进一步利用响应面法确定了其最佳条件， 在最佳条件下培养 １２ ｈ 后， 酶活力达到

０􀆰 ８７ Ｕ ／ ｍＬ。 吴国汉［１０］从厦门近海海水及江蓠表面分离筛选得到 １０ 余株琼胶降解菌， 并对其中的高

产琼胶酶菌株 （ ＱＭ１） 进行了发酵条件优化， 确定最佳条件为： 温度 ２８ ℃ 、 初始 ｐＨ ＝ ７􀆰 ５、 琼脂

２ ｇ ／ Ｌ、 ＮａＣｌ ２０ ｇ ／ Ｌ、 发酵时间 ３６ ｈ， 在最佳条件下酶活力达到 ３􀆰 ４ Ｕ ／ ｍＬ。 Ｊｕｎｇ 等［１１］ 通过单因素、
Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 实验设计确定了 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｍｏｎａｓ ｓｐ􀆰 ＪＹＢＣＬ １ 菌株产 β － 琼胶酶的最佳培养基组成与

发酵条件。
目前， 大多数琼胶酶均来自海洋细菌， 受海洋中复杂的生长环境的影响较大， 这些菌株产酶能力

较低， 酶活性不稳定， 在很大程度上限制了琼胶酶的生产［１２］ 。 因此， 对琼胶酶的发酵工艺进行优化，
获得高产的琼胶酶具有重要意义。 本文筛选得到一株高产琼胶酶的海洋弧菌 ＮＴｉ， 并对其进行摇瓶发

酵优化， 通过单因素方法考察培养基成分及发酵条件对海洋弧菌 ＮＴｉ 发酵过程中琼胶酶活力及生物量

的影响， 并用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 对单因素实验数据进行方差分析， 选出对产酶量有显著影响的关键因子， 最

后利用响应面试验确定关键因子的最优水平来提高琼胶酶产量。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌种及培养基

海洋弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ ＮＴｉ 菌株筛选自厦门红树林土壤， 保藏于中国工业微生物菌种保藏管理

中心， 保藏编号为 ＣＩＣＣ ２３８２０。
斜面培养基 （ｇ ／ Ｌ）： 琼脂 ２０， 蛋白胨 ５， 酵母膏 １， ＮａＣｌ ３０， ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ５， ＫＣｌ １， ＣａＣｌ２

０􀆰 ２， Ｋ２ ＨＰＯ４ ０􀆰 １， ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０２， ｐＨ ＝ ７􀆰 ５， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
种子培养基 （ ｇ ／ Ｌ）： 蛋白胨 ５， 酵母膏 １， ＮａＣｌ ３０， ＭｇＳＯ４ · ７Ｈ２ Ｏ ５， ＫＣｌ １， ＣａＣｌ２ ０􀆰 ２，

Ｋ２ ＨＰＯ４ ０􀆰 １， ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０２， ｐＨ ＝ ７􀆰 ５， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
摇瓶初始发酵培养基 （ ｇ ／ Ｌ）： 琼脂 ２， ＮａＮＯ３ ５， ＮａＣｌ ３０， ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ５， ＫＣｌ １， ＣａＣｌ２ ０􀆰 ２，

Ｋ２ ＨＰＯ４ ０􀆰 １， ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０２， ｐＨ ＝ ７􀆰 ５， １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１􀆰 ２　 琼胶酶活力的测定

采用 ＤＮＳ 法测酶活力［１３］ ： 取 １􀆰 ０ ｍＬ 发酵液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取 ０􀆰 ３ ｍＬ 上清液稀释 ４
倍 （用 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ ⁃Ｎａ２ ＨＰＯ４缓冲液稀释）。 取 ５０ μＬ 稀释液， 加入 ３５０ μＬ 的琼

脂溶液 （５ ｇ ／ Ｌ， 溶于 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ ⁃Ｎａ２ ＨＰＯ４缓冲液， 高温溶解后保温于４０ ℃水浴

中）， ４０ ℃反应 ２０ ｍｉｎ， 加 ０􀆰 ６ ｍＬ ＤＮＳ 溶液终止反应， 沸水浴 ５ ｍｉｎ 后冷却， 稀释至 ５ ｍＬ， 测 Ａ５４０ ，
然后依据葡萄糖标准曲线来计算反应液中还原糖的生成量。 以沸水浴灭活 ５ ｍｉｎ 的酶液作为对照。 酶活

力单位定义为： 上述条件下 １ ｍｉｎ 催化产生 １ μｍｏｌ 还原糖所需的酶量为一个酶活力单位 （Ｕ）。
１􀆰 ３　 生长曲线及产酶曲线的测定

将经过活化的菌种接入种子培养基， 之后按接种量 ２％接入初始发酵培养基中， ２５ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下培养， 每 ４ ｈ 取样测定生物量 （均匀吸取 １􀆰 ０ ｍＬ 发酵液， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 去掉上清液后

·１２·
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用蒸馏水梯度稀释至 ６ 倍， 以蒸馏水作空白， 测 Ａ６００ ） 及酶活力。 分别绘制生长曲线及产酶曲线。
１􀆰 ４　 单因素实验设计

１􀆰 ４􀆰 １　 发酵培养基的确定

从基础发酵培养基出发， 依次用不同碳源 （琼脂、 海藻酸钠、 卡拉胶、 葡萄糖、 α － 乳糖、 可溶

性淀粉、 麦芽糖）， 不同氮源 （ＫＮＯ３ 、 ＮａＮＯ３ 、 ＮＨ４ Ｃｌ、 （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４ 、 蛋白胨、 酵母膏、 豆饼粉、 玉

米浆） 替代基础培养基中的对应条件， 并且对碳源、 氮源以及 ＮａＣｌ 浓度进行优化， 发酵条件为： 接

种量 ２％ ， 装液量 ５０ ｍＬ， ２５ ℃ ， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ， 发酵 ２４ ｈ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 发酵条件的确定

采用优化后的培养基， 当培养基初始接种量为 ２％ 、 装液量为 ５０ ｍＬ、 温度为 ２５ ℃时， 考察不同

ｐＨ 值 （５􀆰 ０，５􀆰 ５，６􀆰 ０，６􀆰 ５，７􀆰 ０，７􀆰 ５，８􀆰 ０，８􀆰 ５，９􀆰 ０） 对菌株 ＮＴｉ 产琼胶酶的影响。
当培养基 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５， 装液量为 ５０ ｍＬ、 温度为 ２５ ℃时， 考察不同接种量（０􀆰 ０１％ ，０􀆰 ０５％ ，０􀆰 １％ ，

０􀆰 ５％ ，１％ ，２％ ，５％ ，１０％ ）对菌株 ＮＴｉ 产琼胶酶的影响。
当 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５、 接种量为 ２％ 、 温度为 ２５ ℃时， 考察不同装液量（１０，３０，５０，７０，９０，１１０ ｍＬ）对菌株

ＮＴｉ 产琼胶酶的影响。
当 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５、 接种量为 ２％ 、 装液量为 ３０ ｍＬ 时， 考察不同发酵温度（２０，２５，３０，３５，４０ ℃ ）对弧菌

ＮＴｉ 产琼胶酶的影响， 发酵时间 ２４ ｈ。
１􀆰 ５　 琼胶酶发酵工艺条件优化

参照单因素实验结果， 用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 对单因素实验数据进行方差分析［１４］ 。 将定性因素发酵时间

２４ ｈ、 碳源种类琼脂、 氮源种类酵母膏和影响较小的因素 ＮａＣｌ 浓度 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０５３） 、 培养基初始 ｐＨ 值

（Ｐ ＝ ０􀆰 ０５１） 、 接种量 （Ｐ ＝ ０􀆰 １７４） 作为常量， 选出显著影响的变量因素琼脂浓度 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１） 、 酵

母膏浓度 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００２） 、 装液量 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００２） 、 发酵温度 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１） 用于响应面设计。 采用四因

素三水平的响应面分析方法， 以琼胶酶活力为响应值设计响应面。

表 １　 ＢＢＤ 实验设计因子及水平表

Ｔａｂ． １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ Ｂｏｘ⁃Ｂｏｈｎｋｏｎ ｄｅｓｉｇｎ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

水平 Ｌｅｖｅｌ

低 Ｌｏｗ
（ － １）

中 Ｍｅｄｉｕｍ
（０）

高 Ｈｉｇｈ
（ ＋ １）

琼脂 Ａｇａｒ ／ （ｇ·Ｌ － １ ）（Ａ） ２ ３ ４

酵母膏 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ／ （ｇ·Ｌ － １ ）（Ｂ） ４ ６ ８

装液量 Ｌｉｑｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ ／ ｍＬ（Ｃ） １０ ３０ ５０

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃ （Ｄ） ２０ ２５ ３０

根据 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ 的中心组合实验

设计［１５］ ， 对显著影响因子进行优化并构

建模型， 该模型通过最小二乘法拟合的

二次多项方程为： Ｙ ＝ ｂ０ ＋ ∑（ｂｉｘｉ） ＋

∑（ｂｉｊｘｉｙ ｊ） ＋ ∑（ｂｉｉｘ２
ｉｉ）， 式中： Ｙ 是

被预测的响应值； ｂ０ 是常数； ｂｉ是线性

系数； ｂｉｊ是交互项系数； ｂｉｉ是二次项系

数。 根据相关的单因素结果选取因素

水平设计实验， 实验因素与水平设计

见表 １。
１􀆰 ６　 数据处理

实验所得数据为 ３ 次重复试验的平均值， 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０ 对数据进行响应面分析。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 菌株生长及产酶曲线的绘制

将活化后的菌种按接种量 ２％ 接入初始发酵培养基中， 在 ２５ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下连续培养 ６４ ｈ，
每隔 ４ ｈ 测定菌株的生物量及酶活力， 结果见图 １。 由图 １ 可以看出， 菌体接入种子培养基 ４ ｈ 以后

进入对数生长期， 菌体大量繁殖； １２ ｈ 后生长变慢， 进入稳定期； １６ ｈ 后生物量下降， 直到 ２４ ｈ 后，
菌体开始自溶， 至 ３６ ｈ 菌体出现衰亡。 酶活力和生物量不呈正相关， 琼胶酶活力在 ３２ ｈ 达到最高。

·２２·
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图 1 海洋弧菌 NTi 的发酵曲线

Fig.1 Fermentation process curve of Vibrio natriegens NTi
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图 2 种龄对海洋弧菌 NTi 生长及琼胶酶产量的影响

Fig.2 Effects of inoculum ages on cell growth and
agarases production of Vibrio natriegens NTi
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其中 ２４ ～ ３２ ｈ 菌体自溶后， 菌体细胞中可能存

在的胞内酶进入到发酵液中， 导致发酵液酶活

力升高。 ３２ ｈ 后， 酶活力开始下降。 综上， 将

２４ ｈ 确定为琼胶酶摇瓶发酵的时间。
２􀆰 ２　 接种种龄的确定

种子液的培养质量是影响发酵结果的一个重

要因素， 如果接入的种子液不成熟， 就会导致生

物量偏低， 发酵延滞期延长， 从而使菌体生长缓

慢推迟产物合成时间； 如果种子培养时间过长，
虽然生物量很大， 但存在菌体过早衰退导致生产

能力下降等问题［１６］ 。 为了考察接种种龄对产酶的

影响， 分别取种龄为 ６ ｈ （对数生长前期）、 １２ ｈ
（对数生长中期）、 ２４ ｈ （稳定末期） 和 ４８ ｈ （衰
亡期） 的种子接种培养， 结果如图 ２ 所示。 由图

２ 可见， 以种龄为 １２ ｈ 的种子接种时， 琼胶酶活

力最高， 种龄在 １２ ｈ 之后， 随着种龄的增加， 接

种后的菌体生长及酶产量均下降。 Ｗａｎｇ 等［１７］ 认

为， 处于稳定期后期的种子液因为自身含有较多

的代谢产物， 该时期的菌种接种时可能会抑制酶

的合成。 因此， 本研究后续实验中以种龄为 １２ ｈ
的种子液进行接种。
２􀆰 ３　 发酵培养基的单因素优化

２􀆰 ３􀆰 １　 碳源种类及浓度对琼胶酶产量的影响

按照等质量浓度的原则， 在发酵培养基中分

别添加 ２ ｇ ／ Ｌ 不同碳源 （琼脂、 海藻酸钠、 卡拉胶、 葡萄糖、 α － 乳糖、 可溶性淀粉、 麦芽糖）， 以无碳

源添加为对照组， 考察碳源种类和浓度对琼胶酶产量的影响， 结果如图 ３ 所示。 由图 ３ａ 可以看出， 培

养基中无碳源和添加 α － 乳糖作为唯一碳源时， 菌体生物量及琼胶酶活力非常低； 当以琼脂作为唯一碳

源时， 菌体生物量比较高， 琼胶酶活力最高达到 ０􀆰 ８５ Ｕ ／ ｍＬ； 除琼脂外， 其他碳源也可诱导其产琼胶

酶， 但活力较低。 说明该菌产生的琼胶酶为非诱导型酶， 琼脂是弧菌 ＮＴｉ 发酵产琼胶酶的最适碳源。
付晓婷［９］报道， 琼脂与多糖混合作为碳源时， 琼胶酶的活力降低了 １０％ ， 额外添加单糖时琼胶

酶活力明显降低 ５０％ 。 为进一步考察碳源对弧菌 ＮＴｉ 发酵产琼胶酶的影响， 在以琼脂为诱导碳源的

基础上， 额外添加 １ ｇ ／ Ｌ 不同碳源 （海藻酸钠、 卡拉胶、 葡萄糖、 α － 乳糖、 可溶性淀粉、 麦芽糖）
的结果见图 ３ｂ。 由图 ３ｂ 可以看出， 当以琼脂作为唯一碳源时， 酶活力最高达到 ０􀆰 ８３ Ｕ ／ ｍＬ， 额外添

加不同种类碳源对琼胶酶产量都有不同程度的抑制； 当额外添加可溶性淀粉和葡萄糖时， 菌体生物量

最高， 但酶活力低于以琼脂作为唯一碳源时； α － 乳糖与琼脂混合添加时几乎检测不到酶活力。 结合

图 ３ａ 发现， α － 乳糖为单一碳源时菌体生长及产酶均受到抑制， 说明 α － 乳糖对菌株产酶具有较强的

抑制作用。 所以本研究选定琼脂作为唯一碳源。
继而， 以摇瓶发酵培养基为基础， 考察不同琼脂浓度对海洋弧菌 ＮＴｉ 生长及琼胶酶产量的影响，

得出最适添加量为 ３ ｇ ／ Ｌ （见图 ３ｃ）， 并以此作为海洋弧菌 ＮＴｉ 发酵产琼胶酶的初始碳源。
２􀆰 ３􀆰 ２　 氮源种类及浓度对琼胶酶产量的影响

以 ３ ｇ ／ Ｌ 琼脂为碳源， 在此基础上考察添加 ５ ｇ ／ Ｌ 不同氮源（ＫＮＯ３ 、ＮａＮＯ３ 、ＮＨ４ Ｃｌ、（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４ 、 蛋

白胨、 酵母膏、 豆饼粉、 玉米浆） 对海洋弧菌 ＮＴｉ 生长及琼胶酶产量的影响， 以不添加氮源为对照组，

·３２·
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A B C D E F G

说明：A—琼脂；B—琼脂+海藻酸钠；C—琼脂+卡
拉胶 ；D—琼脂+可溶性淀粉 ；E—琼脂+葡萄糖 ；
F—琼脂+麦芽糖；G—琼脂+α-乳糖
Notes:A—agar；B—agar +sodium alginate；C—agar +car鄄
rageenan；D—agar +soluble starch；E—agar +glucose；F—
agar+maltose；G—agar+α鄄lactose

图 3 不同碳源种类及琼脂浓度对海洋弧菌 NTi 生长及琼胶酶产量的影响

Fig.3 Effects of different carbon sources and agar concentration on cell growth and
agarases production of Vibrio natriegens NTi
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粉；h—麦芽糖
Notes:a—no carbon source；b—agar；c—sodium algi鄄
nate；d—carrageenan；e—glucose；f—α鄄lactose；g—
soluble starch；h—maltose

a) 单一碳源 Single carbon source b) 组合碳源 Combination carbon source
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考察氮源种类和浓度对琼胶酶产量的影响， 结果如图 ４ 所示。 从图 ４ａ 可以看出， 以 ＮＨ４ Ｃｌ、（ＮＨ４ ）２ ＳＯ４

为氮源时， 菌体生物量及琼胶酶活力均比较低。 张炎达等［１８］ 研究 ＮＨ ＋
４ 对 ３ 种细菌合成气乙醇发酵过程

的影响时发现， 当 ＮＨ ＋
４ 浓度高于 ９􀆰 ３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 菌体生长随其浓度的增大而抑制显著， 说明 ＮＨ ＋

４ 对

某些细菌的生长是有抑制作用的。 王静雪等［１９］ 报道， 柠檬酸三铵是海洋弧菌 ＱＪＨ － １２ 产琼胶酶的最佳

氮源， 微生物菌种的来源不同， 利于产酶的最适氮源也有所不同； 氮源为有机氮源时菌体生物量升高，
琼胶酶活力也高于其他试验组， 其中以酵母膏为氮源时酶活力最高， 达到 １􀆰 ７１ Ｕ ／ ｍＬ。

由于不同有机氮源所含的氮量和生长因子差异较大， 所以设计酵母膏、 玉米浆及 ＮａＮＯ３总浓度为

５ ｇ ／ Ｌ， 分别考察三者不同比例对琼胶酶发酵的影响， 以添加酵母膏、 玉米浆及 ＮａＮＯ３为对照组。 由

图 ４ｂ 可以看出， 培养基中以酵母膏作为唯一氮源时， 菌体生物量达到最大， 琼胶酶活力最高达到

２􀆰 ２８ Ｕ ／ ｍＬ。 随着酵母膏与玉米浆两者比例不断升高， 菌体生物量与产酶量有较明显的提高。 相反，
在无机氮源所占比例升高时， 琼胶酶活力低于对照组。 由此可见， 组合氮源产酶效果并不比单一添加

酵母膏的高。 因此， 在后续试验中选择酵母膏作为唯一氮源。
酵母膏的主要作用是补充氮源和提供碱基类生长因子［２０］ 。 进一步对酵母膏浓度进行优化， 随着

酵母膏添加量的升高， 生物量呈现出一直上升的趋势， 琼胶酶活力则呈现先上升后下降的趋势。 添加

１０ ｇ ／ Ｌ 酵母膏时， 生物量最大达到 ４􀆰 ２４。 在添加 ６ ｇ ／ Ｌ 酵母膏时， 酶活力最大， 在此条件下的酶活力

与生物量分别为 ２􀆰 ５１ Ｕ ／ ｍＬ 和 ２􀆰 ９６ （见图 ４ｃ）。 因此， 确定酵母膏最适质量浓度为 ６ ｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＮａＣｌ 对琼胶酶产量的影响

ＮａＣｌ 浓度过低不能满足菌株对生长环境要求， 浓度过高又会抑制细胞生长， 造成菌体产酶能力

·４２·
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说 明 ：a—无 氮 源 ；b—KNO3；c—NaNO3；d—
NH4Cl；e—（NH4）2SO4；f—蛋白胨 ；g—酵母膏 ；
h—豆饼粉；i—玉米浆
Notes：a—no nitrogen source；b—KNO3；c—NaNO3；
d—NH4Cl；e—(NH4)2SO4；f—peptone；g—yeast extract；
h—soybean powder；i—corn liquid
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图 4 不同氮源种类及酵母膏浓度对海洋弧菌 NTi 生长及琼胶酶产量的影响

Fig.4 Effects of different nitrogen sources and concentration of yeast extract on
cell growth and agarases production of Vibrio natriegens NTi
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c) 酵母膏浓度 Yeast extract concentration

a) 单一氮源 Single nitrogen source b) 组合氮源 Combination nitrogen source
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图 5 NaCl 浓度对海洋弧菌 NTi 生长及琼胶酶产量的影响

Fig.5 Effects of different NaCl concentration on cell
growth and agarases production of Vibrio natriegens NTi
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下降［２１］。 所以， 考察发酵培养基中 ＮａＣｌ 的添加

量是培养基优化的重要内容之一。 由图 ５ 可以看

出， 在 ＮａＣｌ 添加量为 １０ ｇ ／ Ｌ 时生物量达到最高

为 ４􀆰 ２２； ２０ ｇ ／ Ｌ 时， 最有利于菌体产酶。 所以确

定 ＮａＣｌ 添加量为 ２０ ｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ３􀆰 ４　 验证试验

通过以上试验， 初步优化得到了 Ｖ􀆰 ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ
ＮＴｉ 发酵产琼胶酶的最佳培养基组成为（ｇ ／ Ｌ）： 琼

脂 ３， 酵母膏 ６， ＮａＣｌ ２０， ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ５， ＫＣｌ
１， ＣａＣｌ２ ０􀆰 ２， Ｋ２ ＨＰＯ４ ０􀆰 １， ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０２。
在此条件下进行验证试验， 结果如图 ６ 所示。 Ｖ􀆰
ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ ＮＴｉ 在优化后的培养基中培养 ２４ ｈ 后，
琼胶酶活力与菌体生物量均有显著提高， 琼胶酶活力达到 ２􀆰 ５２ Ｕ ／ ｍＬ， 生物量达到 ４􀆰 ０４， 分别比初

始培养基提高了 １９６％和 ３５０％ 。
２􀆰 ４　 发酵条件的单因素优化

２􀆰 ４􀆰 １　 培养基初始 ｐＨ 值及接种量对琼胶酶产量的影响

不同培养基初始 ｐＨ 值影响发酵产酶， 海水的 ｐＨ ＝７􀆰 ２ ～ ８􀆰 ３， 海洋细菌最适宜生长的 ｐＨ 值与海

水的 ｐＨ 值关系密切［２２］。 从图 ７ａ 可以看出， 该菌株的 ｐＨ 值适应范围较宽， 在 ｐＨ 值为 ６􀆰 ５ 时， 酶活

·５２·
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图 6 初始培养基与优化后培养基的发酵结果比较

Fig.6 Comparisons of fermentation results between
initial medium and optimized medium

力最大值达到 １􀆰 ８９ Ｕ ／ ｍＬ， 该菌株在酸性条件下产酶

能力高于在中性及碱性条件下。 因此， 确定发酵产琼

胶酶培养基最适初始 ｐＨ 值为 ６􀆰 ５。
由图 ７ｂ 可见， 生物量在接种量 ０􀆰 ０１％ ～ ２％ 的范

围内没有明显变化， 继续增大接种量， 生物量上升但

酶活力下降， 当接种量为 ２％ 时， 发酵产酶酶活力最

高达到 ２􀆰 ０６ Ｕ ／ ｍＬ。 此后试验中， 接种量选择为 ２％ 。
２􀆰 ４􀆰 ２　 装液量及温度对琼胶酶产量的影响

由图 ８ａ 可以看出， 当装液量为 ３０ ｍＬ 时， 酶活

力最大值达到 ２􀆰 ３１ Ｕ ／ ｍＬ， 在 １０ ～ １１０ ｍＬ 装液量范

围内， 生物量没有明显变化。 所以， 选择在 ２５０ ｍＬ
摇瓶中装液量为 ３０ ｍＬ 作为最佳的装液量。 考虑到海

洋细菌一般选择在 ２０ ～ ４０ ℃范围内培养［９］ ， 适宜的温度可以使菌体的生长代谢正常进行， 促进产酶。
由图 ８ｂ 可以看出， 在 ２５ ℃下， 两者同时达到最大值， 生物量达到 ４􀆰 ２５， 琼胶酶活力达到 ２􀆰 ５１ Ｕ ／ ｍＬ。
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图 8 装液量及温度对海洋弧菌 NTi 生长及琼胶酶产量的影响

Fig.8 Effects of different liquid volume and fermentation temperature on
cell growth and agarases production of Vibrio natriegens NTi
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２􀆰 ４􀆰 ３　 验证试验

通过以上试验， 初步优化得到了海洋弧菌 ＮＴｉ 产琼胶酶的发酵条件： 培养基初始 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５、 装液量

为 ３０ ｍＬ、 接种量为 ２％ 、 发酵温度为 ２５ ℃。 在此条件下进行验证试验， 结果如图 ９ 所示。 在优化后的

发酵条件下琼胶酶活力与菌体生物量均有提高， 琼胶酶活力达到 ２􀆰 ５１ Ｕ ／ ｍＬ， 生物量达到 ４􀆰 ２５， 分别比

初始条件提高了 ４５％和 １０％ 。

·６２·
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图 9 初始条件与优化后条件的发酵结果比较

Fig.9 Comparisons of fermentation results between
initial condition and optimized condition
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２􀆰 ５　 海洋弧菌 ＮＴｉ 发酵产琼胶酶的响应面优化

综合单因素实验结果， 选出显著影响的变量

因素琼脂浓度 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１） 、 酵母膏浓度 （Ｐ ＝
０􀆰 ００２） 、 装液量 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００２） 、 发酵温度 （Ｐ ＜
０􀆰 ０００１） 用于响应面设计。 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０
响应面设计分析软件设计了四因素三水平共２９ 个

实验点， 具体实验安排及结果见表 ２。 ２９ 个实验

点包含有 ２４ 个析因点， 另有 ５ 个零点， 即作为模

型的中心点， 重复 ５ 次以估算误差。
根据表 ２ 的结果， 利用分析软件对结果进

行回归分析， 以琼胶酶活力 Ｙ 为响应值， 得到

多元回归拟合模型： Ｙ ＝ ２． ６３ ＋ ０． １１Ａ ＋ ０． ４０Ｂ ＋
０． ６２Ｃ ＋ ０􀆰 ６９Ｄ ＋ ０． ２８ＡＢ － ０． ０５４ＡＣ ＋ ０． ０９１ＡＤ －

０． ０３７ＢＣ ＋ ０． ０４０ＢＤ － １０ －３ ＣＤ － ０． ３４Ａ２ － ０． ４０Ｂ２ － ０． ２３Ｃ２ － ０． ９８Ｄ２ 。 回归模型方差分析结果见表 ３，

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｏｈｎｋｏｎ实验设计表及结果

Ｔａｂ． ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ Ｂｏｘ⁃Ｂｏｈｎｋｏｎ

Ｒｕｎ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 酶活力 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ （Ｕ·ｍＬ － １ ）
１ ０ ０ ０ ０ ２． ５１１
２ １ ０ ０ １ ２． １６３
３ － １ ０ ０ － １ ０． ６２１
４ ０ ０ １ － １ ０． ６５４
５ １ ０ １ ０ ２． ２６０
６ ０ ０ ０ ０ ２． ６９０
７ ０ － １ ０ １ １． ７３３
８ １ ０ ０ － １ ０． ６７５
９ ０ － １ ０ － １ ０． ６０１

１０ ０ － １ １ ０ ２． １５９
１１ ０ １ １ ０ ２． １４６
１２ ０ ０ ０ ０ ２． ６０１
１３ ０ ０ ０ ０ ２． ６３０
１４ ０ ０ － １ － １ ０． ６７１
１５ ０ １ － １ ０ １． ９０６
１６ ０ － １ － １ ０ １． ７７０
１７ － １ ０ ０ １ １． ７４４
１８ １ ０ － １ ０ ２． ２９３
１９ ０ ０ ０ ０ ２． ７３９
２０ ０ １ ０ － １ ０． ６１１
２１ ０ ０ １ １ ２． ２７４
２２ － １ ０ － １ ０ １． ６９１
２３ ０ ０ － １ １ ２． ２９５
２４ － １ ０ １ ０ １． ８７２
２５ １ １ ０ ０ ２． ２４８
２６ １ － １ ０ ０ １． ５９５
２７ ０ １ ０ １ １． ９０４
２８ － １ － １ ０ ０ ２． ２１４
２９ － １ １ ０ ０ １． ７３７
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表 ３　 回归模型的方差分析

Ｔａｂ． ３　 ＡＮＯＶＡ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

来源 Ｓｏｕｒｃｅ 自由度 ＤＦ 离均差平方和 ＳＳ 均方 ＭＳ Ｆ Ｐｒｏｂ ＞ Ｆ

模型 Ｍｏｄｅｌ １４ １２． ９９ ０． ９３ ３５． ３３ ０． ０００１

失拟 Ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ １０ ０． ３４ ０． ０３４ ４． ４４ ０． ０８２０

误差 Ｅｒｒｏｒ ４ ０． ０３０ 　 ０． ００７５
总计 Ｔｏｔａｌ ２８ １３． ３５

Ｒ２ ＝ ０． ９７２５

可见， 模型的 “Ｐｒｏｂ ＞ Ｆ” 为 ０􀆰 ０００１， 说明该模型高度显著。 决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９７２５， 说明仅有约

不到 ３％ 的琼胶酶活力变异不能用该模型解释， 失拟项为 ０􀆰 ０８２０， 失拟不显著， 说明方程拟合充

分，预测值与实验值之间有较高相关度［２３］ ，所以可用该回归方程代替真实试验点结果进行分析。对

表 ４　 回归方程中各项系数及显著性检验表

Ｔａｂ．４　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ
项 Ｔｅｒｍ 估计 Ｅｓｔｉｍａｔｅ Ｆ Ｐｒｏｂ ＞ Ｆ

Ａ ０． １１０ ５． ８３ ０． ０３００
Ｂ ０． ０４０ ０． ７３ ０． ４０６９
Ｃ ０． ０６２ １． ７３ ０． ２０９１
Ｄ ０． ０６９ ２１７． ６１ ０． ０００１

ＡＢ ０． ２８０ １２． １６ ０． ００３６
ＡＣ － ０． ０５４ ０． ４４ ０． ５１９７
ＡＤ ０． ０９１ １． ２７ ０． ２７９０
ＢＣ － ０． ０３７ ０． ２１ ０． ６５２７
ＢＤ ０． ０４０ ０． ２５ ０． ６２７０
ＣＤ － １０ － ３ 　 ０． ０００ １５ ０． ９９０３
Ａ２ － ０． ３４０ ２８． ２０ ０． ０００１
Ｂ２ － ０． ４００ ３９． ３３ ０． ０００１
Ｃ２ － ０． ２３０ １２． ８５ ０． ００３０
Ｄ２ － ０． ９８０ ２３９． ０９ ０． ０００１

响应面试验进行方差分析， 结果见表 ４。
由表 ４ 可以看出， 一次项 Ａ（Ｐ ＝ ０． ０３００）

对结果有显著影响， Ｄ（Ｐ ＝ ０． ０００１） 对结果具

有极 显 著 影 响， Ｂ（Ｐ ＝ ０． ４０６９） 、 Ｃ（Ｐ ＝
０􀆰 ２０９１） 则 不 显 著； 二 次 项 中 Ａ２ （Ｐ ＝
０􀆰 ０００１） 、 Ｂ２ （Ｐ ＝ ０． ０００１） 、 Ｃ２ （Ｐ ＝ ０． ００３０）
和 Ｄ２ （Ｐ ＝ ０． ０００１） 都对结果有极显著影响； 交

互项中 ＡＢ（Ｐ ＝ ０． ００３０） 交互作用显著， 其余

交互项均不显著， 表明实验因子对响应值不是

简单的线性关系， 二次项和交互项与响应值都

有很大的关系。
等高线的形状可以反映出两因素交互效应

的强弱［２４］ 。 由响应面回归分析和回归方程拟合

绘制响应面图形如图 １０。 图 １０ａ 是以琼脂浓度

和酵母膏浓度为变量生成的响应面图， ＡＢ 图

形轮廓呈现椭圆形，结合结果分析ＡＢ （ Ｐ ＝
０􀆰 ００３０） ， 可见琼脂浓度与酵母膏浓度之间交互作用显著。
　 　 图 １０ｂ 展现了琼脂浓度与装液量之间的相互作用， 随着琼脂浓度和装液量的不断增大， 琼胶酶活

力出现先上升后下降的趋势， 当琼脂质量浓度在 ３􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ、 装液量在 ３２ ｍＬ 附近时， 琼胶酶活力达到

最大。 图 １０ｃ 显示了琼脂浓度与温度之间的相互作用， 可以反映出温度对结果的影响比琼脂浓度更加

显著， 表现在响应面图形的曲面变化幅度更大。 图 １０ｄ 所示是装液量与酵母膏浓度之间的相互作用，
两者没有显著的交互作用， 酵母膏对结果影响比装液量大。 由图 １０ｅ 可以看出， 当酵母膏在

６􀆰 ３３ ｇ ／ Ｌ、 温度在 ２７ ℃附近时， 琼胶酶活力最高。 由图 １０ｆ 可以看出， 温度对结果影响比装液量要

大， 两者没有显著的交互作用。
通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０ 对二次多项式模型进行求导， 确定参数的最佳水平分别为 Ａ ＝ ０􀆰 ２７８， Ｂ ＝

０􀆰 １６３， Ｃ ＝ ０􀆰 ０８７， Ｄ ＝ ０􀆰 ３６７， 即琼脂质量浓度为 ３􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ、 酵母膏质量浓度为 ６􀆰 ３３ ｇ ／ Ｌ、 装液量为

３２ ｍＬ、 温度为 ２７ ℃ ， 在此条件下， 对最佳点进行 ５ 次重复实验进行优化结果验证， 取平均值得到优

化后的琼胶酶活力达到 ２􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 较基础培养基及培养条件下的琼胶酶活力提高了 ２３０％ 。

３　 结论
以实验室筛选得到的一株琼胶酶生产菌株海洋弧菌 ＮＴｉ 为研究对象， 以琼胶酶活力为主要指标，
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a） 酵母膏和琼脂 Yeast extract and agar b） 装液量和琼脂 Liquid volume and agar c） 温度和琼脂 Temperature and agar

d） 装液量和酵母膏
Liquid volume and yeast extract

e） 温度和酵母膏
Temperature and yeast extract

f） 温度和装液量
Temperature and liquid volume

图 10 琼脂浓度、酵母膏浓度、装液量和温度对琼胶酶活力的影响

Fig.10 The 3D response surface curve of the combined effect of agar concentration，
yeast extract concentration，liquid volume and temperature on agarase activity
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采用单因素方法考察了琼胶酶发酵培养基的成分及发酵条件对海洋弧菌 ＮＴｉ 发酵产琼胶酶生物量及酶

活力的影响， 并以琼胶酶活力为指标得到各个因素的最优值 （ ｇ ／ Ｌ）： 琼脂 ３、 酵母膏 ６、 ＮａＣｌ ２０、
ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ５、 ＫＣｌ １、 ＣａＣｌ２ ０􀆰 ２、 Ｋ２ ＨＰＯ４ ０􀆰 １、 ＦｅＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０２， 培养基初始 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５、 接种

量 ２％ 、 装液量 ３０ ｍＬ、 温度 ２５ ℃ 。
根据单因素实验结果， 用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 对单因素实验数据进行方差分析， 选出显著影响的变量因子

用于响应面设计。 通过响应面实验设计的方法进行四因素三水平试验。 最终确定了个显著影响因子的

最优值： 琼脂 ３􀆰 ３ ｇ ／ Ｌ、 酵母膏 ６􀆰 ３３ ｇ ／ Ｌ、 装液量 ３２ ｍＬ、 温度２７ ℃ 。 对发酵条件进行验证， 琼胶酶

活力达到 ２􀆰 ８１ Ｕ ／ ｍＬ， 较初始条件下的琼胶酶活力增加了 ２３０％ 。 在此基础上， 可以进行海洋弧菌

ＮＴｉ 发酵产琼胶酶小试工艺、 中试放大试验及琼胶酶水解琼胶制备琼胶寡糖工艺等方面的研究。
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